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論文内容要旨
 内耳蝸牛血管条辺縁細胞における,細胞内Ca2+濃度は,内リンパ側の細胞膜に存在する非選
 択的陽イオンチャンネルやカリウムチャンネルを調整し,内リンパ液のイオン環境,電位に重要
 な役割を持っていると考えられている。本研究は,モルモット蝸牛の外側壁を取り出し,血管条
 細胞とともに,ラセン隆起細胞,外ラセン溝細胞などの上皮系細胞における,ATPによる細胞
 内Ca2+応答のメカニズムを検討した。さらに血管条辺縁細胞の培養を成功させ,ATPによる
 培養辺縁細胞の細胞内Ca2+応答を調べた。細胞内イオン濃度は,急性単離されたモルモット蝸
 牛外側壁,および培養された辺縁細胞を,Ca2+に対しては2mMfura-2を,Na+に対しては
 5mMSBFIをロードし,蛍光画像分析にて解析を行った。
 蝸牛外側壁の上皮細胞内Ca2+濃度はvasopressin,phenylephrine,histamine,adenosine,
 またUTPにより変化を受けなかった。細胞外ATPにより,蝸牛管外側壁の上皮細胞の細胞内
 Ca2+濃度の濃度依存性の増加が観察された。ATPによる細胞内Ca2+増加の程度は,ラセン隆
 起細胞>外ラセン溝細胞》血管条細胞の順であった。細胞内Ca2+濃度の上昇は,急峻相と緩徐
 相の二相性の変化を示した。灌流液のCa2+を0.2mMEGTAを用いて取り除くと,急峻相は抑
 制を受け,また緩徐相のない急峻な立ち上がりのみの反応となり,増加した細胞内Ca2+は,細
 胞外からの流入と細胞内貯留庫からの動員の,二つの経路が関与していると考えられた。50μM
 Mn溶液を用いたMn2+一quenching法により,100μMATP灌流と同時に細胞外よりCa2+が,
 細胞内に流入することが判明した。細胞外よりのCa2+流入は,高カリウム溶液(62mM)およ
 び,!0μMnifidipineの投与により変化を受けず,電位依存性Ca2+channelの関与は否定的で
 あった。100μMATPにより細胞内Na+濃度も上昇を示した。これはATP-gatednonselective
 pathwayの存在を示唆する。アゴニスト別の反応の強さは,2MeSATP>ATP〉BzATP≧ADP
 >α,βMeATPの順であった。また20μMreactiveblue2にてこれらの反応は抑制を受けた。
 また,ATPの完全に陰イオン化されたフォーム[ATP㌍一の投与をすると,細胞内Ca2+濃度の
 変化は[ATP]4一濃度に依存し,また[ATP],。,,、にも依存していた。これらにより,ATP投与
 と同時にP2z(P2×7)受容体を介したnon-specificpathwayによるCa2+influxが起こり,そ
 れとともに,P2YレセプターによりPLC-1恥系を介して,細胞内カルシウムストアからCa2+
 が放出されるという,二つのメカニズムの存在が考えられた。
 内リンパ液のイオン環境,電位に重要な役割を持っているのは,血管条辺縁細胞であり,単離
 操作により血管条の特異的環境が変わり,生理的機能に変化をきたしている可能性もある。我々
 は辺縁細胞単独の生理学的メカニズムを調べるため,血管条辺縁細胞の培養を試みた。培養され
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 た細胞は,1)光学顕微鏡下に,培養細胞は多角形であり,電子顕微鏡下に頭頂面から基底面に
 いたるまでの上皮としての極性を持ち,かつ細胞内構造は辺縁細胞のものと極めて似たものであっ
 た,2)培養細胞はcytokeratin18に染まり,vimen七inやdesminには染色されなかった(血管炎
 の中間細胞は神経堤,基底細胞は間葉由来であり,血管条以外の上皮は単離時に慎重に取り除か
 れている),3)生理学的に100μMouabainにより細胞内Na+濃度が上昇し,Na+/K+一ATPase
 活性が強いことが証明された,ことにより,辺縁細胞由来であることが示唆された。この培養辺
 縁細胞を用いて,100μMATPにより細胞内Ca2+濃度の増加が観察された。アゴニスト別の反
 応の強さは,ATP〉α,βMeATP>ADPの順にて,やはりP2Yreceptorであることが推定さ
 れた。培養血管条細胞にて0.2mMEGTAを用いて外液のCa2+を取り除き100μMATPをかけ
 たところ,細胞内Ca2+濃度の変化は見られなかった。これにより細胞内からのCa2“動員が主
 であると考えられた。
 内因性ATPが,辺縁細胞の小胞由来であることが示唆されている。この内因性ATPがP・
 receptorを介して細胞内Ca2+濃度を調節し,オートタリンな作用にて,辺縁細胞頂膜上の非選
 択的陽イオンチャンネルやカリウムチャンネルに働くことにより,内リンパヘのK+輸送を調節
 し,またパラタリンな作用にて,ラセン隆起細胞,外ラセン溝細胞におけるK+の吸収に働き,
 もしくは有毛細胞におけるK+の流入に関与してる可能性が示唆される。このようにATPはP・
 受容体を介して,内リンパ液のイオン環境,電位の恒常性に関与していることが推察される。
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 審査結果の要旨
 本論文では,モルモット蝸牛の外側壁構成上皮系細胞におけるATPによる細胞内Ca'+応答
 のメカニズムについての研究結果を報告している。細胞外ATPにより,各上皮細胞の細胞内
 Ca2+濃度の濃度依存性の増加があり,程度はラセン隆起細胞〉外ラセン溝細胞>血管条細胞の
 順であった。また,増加した細胞内Ca2+は,細胞外からの流入と細胞内貯蔵庫からの動員によ
 る二つの経路が考えられたが,今回の実験により,ATP投与と同時にP・z(P2X・)受容体を介
 したnon-specificpathwayによるCa2+流入が起こり,それとともに,P2Yreceptorにより
 PLC-IP3系を介して,細胞内貯蔵庫からCa2+が放出されるということが確認された。
 更に,培養辺縁細胞を用いて,100μMATPにより細胞内Ca2+濃度が増加することを確認し,
 これは主として細胞内Ca2+の動員によることが分かった。以上の実験結果より,蝸牛側壁上皮
 細胞においては,内因性ATPがP2receptorを介して細胞内Ca2+濃度を調節することが確認
 され,オートタリンな作用にて,辺縁細胞頂膜上の非選択的陽イオンチャンネルやK+チャンネ
 ルに働くことにより,内リンパヘのK+輸送を調節する可能性と,またパラタリンな作用にて,
 ラセン隆起細胞,外ラセン溝細胞におけるK+の吸収に働いたり,有毛細胞におけるK+の流入
 に関与している可能性が示唆された。
 このように,本研究において,蝸牛におけるATPがP2receptorを介して内リンパ液のイオ
 ン環境や電位の恒常性に強く関与している事が明かになり,聴覚医学における基礎研究の進歩に
 貢献することが出来た。従って,本論文は学位論文としての水準を満たしており,学位に十分値
 するものと考える。
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